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摘要 : 【目的 】 由 家 看 核 型 多 角 体 病毒 (Bombyx mori nucleopolyhedrovirus, BmNPV ) 4€ 3& Z & 
Bombyx mori 导致 的 核 型 多 角 体 病 ( 血液 型 脓 病 ) 在 云南 蛋 区 首席 发 生 ,危害 严重 ,给 云南 蛋 业 带 米 
严重 的 经 济 损失 。 本 研究 旨 在 测定 云南 不 同 蚕 区 BmNPV 分 离 株 的 毒 力 及 了 解 BmNPV 在 云南 的 
病害 流行 趋势 ,为 监测 和 控制 云南 家 蛋 血 液 型 且 病 打下 基础 。【 方 法 ] 通 过 BmNPV 对 家 看 5 龄 幼 
忠 致 死 率 和 对 家 看 BmN 细胞 毒 力 的 测定 评价 了 云南 看 区 19 个 BmNPV 分 离 株 的 致 病 力 ; 对 19 个 
云南 BmNPV 分 离 株 的 bro-d 基因 进行 克隆 、 测 序 及 系统 进化 分 析 。[【 结果 】 BmNPV 对 家 乔 5 龄 幼 
忠 的 致死 率 测 定 表明 ,云南 不 同 地 区 BmNPV 毒 株 对 家 乔 的 口服 感染 力 差 异 较 大 ;细胞 毒 力 测定 结 
果 显 示 不 同 BmNPV 分 离 株 的 出 芽 型 病毒 粒子 (budded virus, BV) 滴 度 差异 较 大 。 进 化 分 析 表 明 ， 
所 获取 来 自 云南 的 19 个 BmNPV 分 离 株 主要 分 为 两 个 亚 群 , 亚 群 1 在 云南 省 的 东部 、 中 部 和 西部 地 
区 均 有 分 布 , 而 亚 群 开 主 要 集中 分 布 于 云南 省 北部 地 区 。 从 地 理 分 布 图 可 以 看 出 , 亚 群 [所 在 地 区 
多 为 亚热带 ,温度 偏 高 ;而 亚 群 工 所 处 的 云南 北部 地 区 多 为 典型 高 原 李 风气 候 ,温度 相对 偏 低 。 
【结论 云南 看 区 存在 丰富 的 BmNPV 株 系 ,各 分 离 株 对 家 看 的 毒 力 差异 较 大 ;云南 BmNPV 分 离 株 
的 进化 关系 在 一 定 程度 上 与 地 理气 候 密切 相关 。 
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Abstract; [Aim] Bombyx mori nucleopoyhedrovirus ( BmNPV) causes nuclear polyhedrosis which is one 
of the most important prevalent diseases and results in significant economic losses in sericultural areas in 
Yunnan, southwestern China. This study aims to determinate the virulence of BmNPV isolates from 
Yunnan and to investigate the epidemic trend of BmNPV diseases in Yunnan, so as to provide a basis for 
surveillance and control of the B. mori nuclear polyhedrosis. [Methods] The infectivity of 19 BmNPV 


isolates from Yunnan was estimated by the mortality of the 5th instar larvae of B. mori and the virulence 
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to BmN cells caused by BmNPV. The bro-d genes of 19 BmNPV isolates were cloned, sequenced and 


subjected to phylogenetics analysis. [Results] The per os infectivity varied in different BmNPV isolates 


from Yunnan by comparing the mortality of the 5th instar larvae of B. mori caused by BmNPV isolates. 


The virulence test results showed that the titers of budded virus ( BV) of the 19 BmNPV isolates were 


significantly different. Phylogenetic analysis showed that the 19 BmNPV isolates from Yunnan were 


separated into two main clades, i. e., clade I and II. Clade I isolates were distributed in eastern, central 


and western parts of Yunnan province, which are sub-tropical regions with high temperature, while clade 


II isolates were mainly distributed in northern part of Yunnan province, which has plateau moosoon 


climate with relatively low temperature. [Conclusion] There are abundant BmNPV strains in sericultural 


areas of Yunnan. The virulence of BmNPV isolates from Yunnan to B. mori varies widely, and the 


evolutionary relationship of these isolates is related with geography and climate in a certain degree. 


Key words: Bombyx mori; sericultural area; BmNPV ; bioassay; bro-d; Yunnan 


由 家 和 蛋 核 型 多 角 体 病毒 (Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus, BmNPV ) 感染 家 熏 Bombyx 
mori 引起 的 家 春 核 型 多 角 体 病毒 病 ( 血液 型 脓 病 ) 
是 云南 甚至 是 世界 看 区 家 大 的 最 主要 病害 。 在 云南 
春 区 平均 发 病 率 为 5% 左右 ,近年 来 发 病 率 旦 上升 
趋势 ,严重 的 蛋 区 发 病 率 达 12. 8% VA E o IE 
产 造成 严重 的 经 济 损失 ( 白 兴 荣 等 , 2010), 

BmNPV 属于 杆 状 病毒 科 ( Baculoviridae ) w- 杆 状 
病毒 属 (Jehle et al., 2006) 。 在 NPV 的 侵 染 过 程 中 
存在 两 种 不 同形 式 的 病毒 粒子 :出 芽 型 病毒 粒子 
(budded virus, BV) 和 包 埋 型 病毒 粒子 (occlusion- 
derived virus, ODV) ,这 两 种 病毒 粒子 表 型 具有 明显 
差异 ,但 遗传 物质 完全 相同 。 病 毒 感染 后 ,早期 产生 
的 子 代 病毒 以 BV 为 主 , 而 在 感染 后 期 以 ODV 为 
主 ,同时 病毒 也 表达 产生 了 大 量 包涵 体 和 蛋白 , ODV 
包 埋 进 多 角 体 蛋白 中 ,形成 病毒 多 角 体 (polyhedral 
body, PIB) 。 虽 然 BV 和 ODV 遗传 物质 相同 ,但 在 
感染 过 程 中 所 发 挥 的 作用 完全 不 同 ,主要 因为 它们 
的 吉 膜 蛋白 的 和 蛋白质 组 成 不 同 (Hou et al., 2013 ) 。 
ODV 引起 宿主 个 体 之 间 的 传染 ,而 BV 引起 宿主 全 
号 性 的 感染 。 

BmNPV 同 其 他 病毒 一 样 存 在 遗传 变异 性 ,以 利 
于 病毒 适应 不 同 的 生存 环境 。 序 列 的 微细 变化 都 会 
造成 它们 在 形态 、 感 染 动 力学 等 的 差异 。 研 究 者 通 
过 对 不 同 BmNPV 株 系 的 基因 组 及 开放 阅读 框 的 比 
较 , 发 现 基 因 组 大 小 不 同 主要 在 于 bro ( baculovirus 
repeated open reading frames ) 基因 家 族 的 多 样 化 以 
及 同 源 重 复 区 (homologous repeat regions) ( Xu et al., 
2010, 2013) 。 其 中 ,bro 是 在 昆虫 的 杆 状 病毒 科 中 
出 现 的 一 类 多 基因 家 族 。 杆 状 病毒 基因 组 中 bro AE 
因 的 拷贝 数 和 片段 大 小 因 病 毒 种 类 的 不 同 而 不 同 。 



















































































至 今 ,研究 者 们 发 现 bro 基因 在 不 同 的 病毒 基因 组 
中 存在 1 ~16 个 拷贝 ,如 在 首 获 银 纹 夜 蛾 核 型 多 角 
体 病 毒 (Autographa californica nucleopolyhedrovirus ， 
AcMNPV) 基因 组 中 只 有 1 A N (Ayres et al., 
1994) 。 不 同 生 态 环 境 中 的 同一 种 病毒 ,其 bro 基因 
的 拷贝 数 也 不 同 ,具有 多 样 性 特点 ,如 在 家 看 中 发 现 
BmNPVT3 株 基 因 组 中 存在 bro-a, bro-b, bro-c, bro- 
d 和 bro-e 这 5 个 拷贝 ,而 来 源 于 法 国 的 BmNPV-SC7 
基因 组 中 只 发 现 bro-a, bro-c 和 bro-d, 在 广东 株 
BmNPV-GD 基因 组 中 缺失 bro-e。Kang 等 认为 bro-d 
是 BmNPV 病毒 感染 家 和 大 所 必须 ,起 到 不 可 百代 的 
作用 ,而 bro-a 与 bro-c 可 能 起 功能 互补 作用 (Kang 
ef al., 1999, 2003, 2006) ,但 具体 作用 还 不 甚 了 解 。 

近年 来 ,对 BmNPV 研究 报道 集中 于 基因 组 和 
功能 基因 的 鉴定 研究 (Tang et al., 2008; Tian et al., 
2009; Xiang et al., 2013) ,但 对 于 不 同 地 理 环境 中 
继 代 的 BmNPV 的 遗传 性 状 ,如 形态 结构 、 致 病 性 等 
有 无 差异 等 目前 报道 尚 少 。 云 南 蛋 区 地 理气 候 多 样 
性 孕育 了 云南 看 区 BmNPV 丰富 的 株 系 ,本 研究 通 
过 对 云南 不 同人 蛋 区 BmNPV 分 离 株 对 家 人 看 5 龄 幼虫 
的 致死 率 测定 及 对 家 春 细 胞 BmN 毒 力 进行 了 测定 ， 
并 利用 bro-d 基因 进行 了 系统 进化 分 析 , 为 云南 看 
区 BmNPV 病害 流行 分 布 提供 了 参考 ,为 有 效 防 控 
BmNPV 的 危害 提供 依据 ,同时 也 有 助 于 我 们 对 
BmNPV 多 样 性 的 了 解 。 



































1 材料 与 方法 


1.1 材料 
家 春 品 种 为 母 种 - 云 7B, 饲 养 条 件 为 温度 25 ~ 
27*C ,相对 湿度 70% ~80% ,于 自然 光 条 件 下 , 桑 叶 
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S. ZH AS AJ BmN ,细胞 培养 使 用 培养 基 TC- 


100 ,添加 1096 胎 牛 血清 ,27% 恒温 培养 。 


病毒 样品 : 源 于 日 本 的 家 和 蛋 核 型 多 角 体 病毒 
BmNPV-T3 株 为 江苏 大 学 陈 克 平 教授 馈赠 ,其 他 19 








离 纯化 获得 ,具体 1 


X1 BmNPV 病毒 样品 信息 


个 BmNPV 分 离 株 样品 均 为 从 云南 各 地 看 区 采集 分 
言 息 见 表 1。 实 验 用 病毒 样本 全 











部 保存 在 云南 省 农业 科学 院 看 桑 蜜 蜂 人 研究 所 家 看 病 
害 防 控 研 究 室 。 


Table1 Information for BmNPV samples 



















































































































































































样品 代码 来 源 地 纬度 和 经 度 采集 时 间 
Sample code Origin locality Latitude and longitude Collecting date 
曲靖 陆 良 县 马 街 镇 尹 旗 村 2495729. 80"N, 
QJOI 2012. 10 
Yinqi village, Majie town, Luliang county, Qujing city 103?42'10. 43"E 
曲靖 沾 益 县 大 坡 乡 耕 德 村 2594214. 14"N, 
QJ02 2013. 09 
Gengde village, Dapo town, Zhanyi county, Qujing city 103?41'24.35"E 
普洱 景 东 县 文 井 镇 开 南 村 24*20'6.37"N , 
PEO1 2012. 10 
Kainan village, Wenjing town, Jingdong county ，Pu'er city 100?54'18. 02"E 
HF 388 15 2 E. A E ERLEBT 26°57'27.57"N, 
ZT01 2012. 10 
Liming village, Baihetan town, Qiaojia county, Zhaotong city 102?54'36. 12"E 
昭通 威信 县 双 河 乡 半 河村 27°51'50. 92"N, 
ZTO2 2013.09 
Banhe village, Shuanghe town, Weixin county, Zhaotong city 105?10'38. 63"E 
KEKEE ICRA 26?30'55.91"N, 
DLOI 2013.09 
Beixi village, Jingdun town, Heqing county, Dali city 100?12'59. 59"E 
MRE ZS IL TENEAT UHR 2593030. 01"N, 
DL0O2 AGERE TR H 2013.09 
Yuguan village, Xiangcheng town, Xiangyun county, Dali city 100?36'42. 37"E 
REXI SONS 25?28'3.96"N, 
DL03 ee 201309 
Songhai village, Liuchang town, Xiangyun county, Dali city 100?43'48. 06"E 
红河 州 开 远 街 乡 长 林木 23°35'15.39"N, 
HHO1 l RES MA 2013.09 
Changlin village, Yangjie town, Kaiyuan city, Honghe Prefecture 103?23'0. 04"E 
红河 州 蒙 自 冷泉 镇 城子 上 村 23°12'23. 52"N, 
HH02 2014. 09 
Chengzishang village, Lengquan town, Mengzi city, Honghe Prefecture 103?22'57.29"E 
楚雄 州 姚 安 县 太平 镇 白石 地 村 25"27'3.09"N， 
CX01 2013. 10 
Baishidi village, Taiping town, Yao'an county, Chuxiong Prefecture 101?15'52.06"E 
楚雄 州 大 姚 县 石 羊 镇 大 中 村 25?49'16.25"N, 
CX02 2013.10 
Dazhong village, Shiyang town, Dayao county, Chuxiong Prefecture 101?07'29.35"E 
迪 庆 州 香格里拉 县 金 江 镇 车 轴 村 27*05'56.06"N , 
DQO1 2013.10 
Chezhou village, Jinjiang town, Shangri-la county, Diqing Prefecture 99?52'48. 99"E 
保山 市 隆 阳 区 板 桥 镇 卧 佛 村 25?12'30. 81"N, 
BS01 2013.10 
Wofo village, Banqiao town, Longyang district, Baoshan city 99?12/27.81"E 
保山 市 昌 宁 县 田园 镇 龙泉 村 24°49'41.31"N, 
BS02 2012. 08 
Longquan village, Tianyuan town, Changning county, Baoshan city 99°38'18. 26"E 
昆明 寻 甸 县 金 所 乡 草 海子 村 25°38'13.92"N, 
KMO1 2012. 10 
Caohaizi village, Jinsuo town, Xundian county, Kunming city 103?16'3. 15"E 
文山 州 砚 山 县 平 远 镇 路 白 村 23°45'53.35"N, 
WS01 2014. 07 
Lubai village, Pingyuan town, Yanshan county, Wenshan Prefecture 103?42'25.35"E 
丽江 市 永 胜 县 永和 镇 老干部 新 村 26°41'4.21"N, 
LJO1 2014.07 
Laoganbuxin village, Yonghe town, Yongsheng county, Lijiang city 100?45'3. 58"E 
临 沧 市 耿 马 县 大 兴 乡 永 胜 村 23?47'39. 68"N, 
LCOI 2014. 09 
Yongsheng village, Daxing town, Gengma county, Lincang city 99?48'17.56"E 
JP01 日 本 (江苏 大 学 馈赠 
TD 不 详 Unknown 2013.09 
( BnNPV-T3) Japan ( offered by Jiangsu University ) 
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1.2 主要 试剂 

TC100-Insect Medium 为 德国 AppliChem 公司 产 
品 ; TaKaRa Tap ”克隆 载体 pMD™ 19-T Vector 
Cloning Kit 大肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a , D2000 
DNA Ladder, X-Gal 和 IPTG 均 购 自 宝 生物 工程 (大 
连 ) 有 限 公 司 ; 酚 、 毛 仿 和 异 戊 醇 等 有 机 试剂 购 于 云 
南 弛 恩 科 技 有 限 公 司 。SanPrep 柱 式 PCR 产物 纯化 
试剂 盒 购 于 生 工 生物 工程 (上 海 ) 股 份 有 限 公 司 。 
1.3 ”病毒 样品 DNA 抽 提 

应 用 碱 裂解 法 ( 唐 芬 芬 等 ,2013 ) 提取 病毒 
DNA。 具 体 方 法 为 :首先 通过 差 速 离心 法 反复 离心 
病毒 样品 至 乳白 色 , 再 通过 其 糖 梯 度 (30% -40% - 
60% ) 离心 的 方法 获得 纯化 的 病毒 多 角 体 (转速 为 
3 000 rmin ,水 平 离心 30 min) ,并 取 适 量 双 蒸 水 悬 
浮 ; 然 后 取 纯 化 的 病毒 多 角 体 悬 液 ,沉淀 后 洲 于 适量 
TE( pH 8.0) 中 ,加 入 等 体积 碱 裂解 液 (pH 10.8) ,在 
37% 水 浴 锅 中 碱 解 3 ~4 h; 用 1096 HAc 溶液 调 pH 
值 至 7 ~ 8; 加 SDS 和 和 蛋白 酶 K 至 终 浓度 分 别 为 
0. 596 和 100 ug/mL,37?C 水 浴 3 h 使 其 充分 裂解 ; 
用 酚 / 氧 仿 / 有 异 成 醇 (25: 24: 1, v/v) 混合 液 和 氯仿 / 
异 成 醇 (24: 1, v/v) 混合 液 依次 抽 提 溶液 ,加 1/10 
体积 的 3 mol/L 醋酸 钠 溶 液 ; 加 2.5 倍 体积 的 冰 乙 
醇 , -20%C 过夜 沉 淀 DNA ;最 后 用 预 冷 的 75% 乙醇 漂 
Ut DNA 两 次 ,风干 后 溶 于 TE 中 , -20% 风 存 备用 。 
1.4 BmNPV 样品 鉴定 

采用 显微镜 检 法 与 分 子 手段 两 种 方法 对 所 采集 
保存 的 病毒 样品 进行 鉴定 。 在 显微镜 下 观察 到 的 形 
态 为 大 小 均一 的 多 角 体 ,形状 一 般 为 六 角形 。 为 了 
避免 与 家 和 蛋 质 形 多 角 体 病毒 ( B，mori cypovirus, 
BmCPYV ) 在 形态 上 混 消 ,进一步 进行 分 子 鉴定 。 以 
BmNPV-T3 株 的 保守 的 多 角 体 蛋白 polyhedrin 基因 
polh( GenBank 登录 号 : NC-001962. 1 ) 序 列 为 参考 ， 
利用 Primer Premier 5. 0 设计 特异 引物 : F(CS'-AT 
GCCGAATTATTCATACACCC-3') 和 R ( 5'-TTAATA 
CGCCGGACCAGTG-3')。 以 各 分 离 病毒 样品 的 
DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ,能 扩 增 到 目的 片段 大 小 
约 为 738 bp 的 样品 即 为 BmNPV。PCR 反应 体系 
(25 uL) : 10 x PCR Buffer 2. 5 uL, dNTPs 2 uL, iE. 
反 向 引物 (10 pmolL) 各 1 pL, DNA 模板 2 pL, 
ddH,O 16.375 uL, Taq 酶 (5 U/L) 0.125 uL, 反应 
条 件 : 预 变性 94C 5 min; 变 性 94%C 30 s, 退 火 55°% 
30 s ,延伸 72%C 30 s, 30 个 循环 ;72% 延伸 10 min, 
1.5 病毒 对 家 等 $ 龄 幼虫 的 致 病 力 测定 

将 1.3 节 纯 化 的 病毒 样品 ,用 血球 计数 板 计数 































































































病毒 多 角 体 并 调制 成 悬 液 浓度 为 5 x 10* ~6 x 10* 
PIBs/mL, UZR 5 龄 第 1 天 幼虫 为 试验 材料 , 单 头 
饲 喂 病毒 多 角 体 悬 液 ,具体 方法 为 :用 移 液 枪 将 悬 液 
添加 到 家 看 食 叶 部 位 ,自然 吸食 ,直至 吃 干净 ,根据 
实际 情况 经 口 添 食 一 定量 的 病毒 多 角 体 基 液 ,使 各 
BmNPV 分 离 株 病 毒 多 角 体 最 终 喂 食量 均 为 5. 5 x 
10^ PIBs ,以 将 误差 减少 到 最 小 ,保证 病毒 多 角 体 食 
下 量 在 同一 水 平 。 喂 食 病 毒 后 的 家 和 蛋 放 置 于 高 培养 
三 中 单 头 正常 饲 喂 ,逐日 调查 幼虫 死亡 数量 ,直至 第 
8 天 。 每 个 病毒 样品 添 食 20 头 家 看 ,重复 3 次 ,以 
添 食 无 菌 水 的 家 和 蛋 为 对 照 。 利 用 IBM SPSS Statistics 
20 软件 中 的 单 因素 方差 分 析 程 序 (one-way 
ANOVA) 的 Duncan 氏 检 验方 法 对 获得 的 数据 进行 
数据 显著 性 分 析 。 
1.6 ”病毒 粒子 BV 的 收集 

将 各 BmNPV 分 离 株 样品 的 多 角 体 悬 液 统一 用 
血球 计数 板 计数 到 1.2 x10 ~1.5 x 10* PIBs/mL, 
以 家 不 5 龄 第 1 天 幼虫 为 试验 对 象 ,经 口 添 食 45 ~ 
60 kL, 使 最 终 多 角 体 添 食量 均 为 7 x 10^ PIBs, 添 食 
方法 同 1.5 节 。 每 个 病毒 经 口 添 食 10 AKE, F 
26% 培养 箱 中 正常 饲养 4 d (BI 96 h) 后 ,每 头 家 看 
取 血 400 pL, 即 每 个 病毒 感染 家 看 后 共 收 集 4 mL 
血液 ,以 将 误差 减少 到 最 小 。 取 血 后 用 0.22 pm JE 
头 过 滤 收 集 BV ,用 于 病毒 半数 组 织 培养 感染 剂量 
(50% tissue culture infective dose, TCID) 的 测定 。 
1.7 病毒 BV 对 家 和 大 BmN 细胞 的 毒 力 测定 
通过 TCID;, 终 点 稀释 法 测定 BV 的 滴 度 。 具 体 
操作 步骤 :将 待 测 病毒 液 用 培养 基 作 10 倍 梯度 稀 
释 , 制 备 不 同 稀释 度 的 病毒 悬 液 , 即 10- ，10 一， 
5, 107^, BmN 细胞 液 以 长 满 单 层 细胞 为 标准 。 在 
96 孔 细 胞 培养 板 中 每 孔 加 入 100 pL BmN 细胞 液 及 
10 kL 病毒 甚 液 ,每 个 浓度 病毒 巧 液 重复 接种 一 坚 
排 共 8 个 孔 ; 同 时 , 设 加 入 10 pL 培养 基 的 为 阴性 对 
照 ;试验 重复 3 次 。 然 后 将 96 孔 细胞 板 放 于 27%C 
培养 箱 内 静 置 培养 ,第 5 天 (感染 120 h) 记 录 产 生 
BmN 细胞 病变 的 孔 。 最 后 采用 Reed-Muench 法 
(Reed and Muench, 1938) 计算 TCID4 结果。 数据 
用 SPSS 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA ) 的 
Tukey 氏 检验 方法 对 获得 的 数据 进行 显著 性 分 析 。 
1.8 BmNPYV 中 bro-d 基因 的 克隆 

以 BmNPV-T3 株 的 bro-d 基因 序列 (GenBank 登 
录 号 : L33180. 1) 为 参考 设计 引物 : F (5'-TATT 
GCGCCGCAGGAAGCCAT-3') 和 R ( 5'-CGAATCGT 
CACGCGTCGTTGTA-3') , 扩 增 的 目的 片段 大 小 为 
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1 047 bp。 分 别 以 19 个 BmNPV 分 离 株 的 DNA 为 模 
板 进 行 扩 增 。PCR 反应 体系 (50 uL): 10 x PCR 
Buffer 5 uL, dNTPs 4 pL, 正 反 向 引物 (10 pmol/L) 
各 2 uL, DNA 模板 1 pL, ddH,O 31 uL, Tap ilf 
(5 U/ L) 5 pL。 反应 条 件 : 预 变性 94% 3 min; 变 
性 94% 30 s, 退 火 55%C 30 s, 延 伸 72% 1 min, 30 个 
循环 ;72% 延伸 10 min, Hl 1. 596 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 
检测 PCR 产物 。 在 100 ~ 120 V 的 电压 下 进行 电 
泳 ,20 ~25 min 后 在 凝 胶 成 像 系统 上 观察 记录 结果 。 
按照 SanPrep 柱 式 胶 回收 试剂 盒 说 明 书 对 各 PCR 产 
物 进行 回收 将 纯化 并 分 别克 隆 到 载体 pMD™19-T， 
构建 重组 质粒 ,经 转化 到 大 肠 杆 菌 DH5a 感受 态 细 
胞 后 进行 蓝 白斑 筛选 , 挑 取 阳 性 克隆 , 摇 菌 后 直接 以 
菌 液 作为 模板 进行 PCR 鉴定 。 以 目的 基因 的 特异 
引物 对 重组 转化 子 进 行 得 选 ,并 送 生 工 生物 工程 
(上 海 ) 股 份 有 限 公司 测序 鉴定 。 
1.9 云南 BmNPV 分 离 株 的 系统 进化 及 流行 分 布 
分 析 

应 用 Mega X 5. 0 软件 的 邻接 法 (neighbor- 
joining method, NJ) 基于 bro-d 3&3 H94% tr We Fe 9 T4 
建 19 个 BmNPYV 分 离 株 及 其 他 BmNPV 株 系 的 系统 
进化 树 ,用 Bootstrap 1 000 次 重复 检验 进化 树 的 可 
靠 性 。 然 后 ,根据 系统 进化 分 析 的 分 支 情况 ,并 结合 
各 BmNPYV 分 离 株 在 云南 的 具体 采样 地 点 ,绘制 19 
个 BmNPV 云南 分 离 株 的 地 理 分 布 图 。 


2 结果 


2.1 云南 大 区 BmNPV 分 离 株 样 品 的 鉴定 
分 离 纯化 保存 的 病毒 样品 经 显微镜 观察 , 呈 多 
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角 体 形态 并 具有 折光 性 ,大 小 不 一 , 均 为 六 边 形 (图 
1)。 最 终 获 得 有 效 样品 为 19 个 , 均 扩 增 到 与 polh 
基因 预期 大 小 738 bp 相符 的 片段 。 


^ 50 um o E s. Mi o 


图 1 光学 显微镜 下 BmNPV 多 角 体 图 像 
Image of polyhedral inclusion bodies ( PIBs) of 





Fig. 1 
BmNPV under light microscope 


2.2 BmNPV HRA S5 龄 幼虫 的 致 病 力 

用 19 个 BmNPV 样品 及 BmNPV-T3 的 等 量 多 
角 体 悬 液 经 口 喂食 5 龄 第 1 天 幼虫 ,逐日 观察 并 统 
计 死 亡 率 ,从 而 比较 不 同 分 离 样品 的 等 量 病毒 多 角 
体 对 家 人 蛋 5 龄 幼虫 的 致 病 力 。 从 图 2 中 可 以 看 出 ， 
导致 家 和 看 死亡 率 相 对 较 高 (80% 以 上 ) 的 病毒 包括 
编号 为 QJOl, ZTO2, DLO2, DIO3, HHOI, CXOI, 
CX02, DQ01, KMO1, WS01, LJO1, BSO2 和 JP01 的 
样品 。 其 中 ,最 高 死亡 率 达 98.1596 , 而 最 低 死 亡 率 
只 有 53. 70% ,统计 结果 显示 存在 显著 差异 (P < 
0. 01) ,说 明 云 南 不 同 地 区 病毒 样品 的 口服 感染 力 
差异 较 大 。 
2.3 BV HRAM BmN 的 毒 力 

为 检验 云南 BmNPV 分 离 株 样品 的 病毒 粒子 
BV 的 感染 力 , 通过 对 20 个 病毒 多 角 体 悬 液 定量 经 
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2. BmNPV 病毒 对 家 和 蛋 5 龄 幼虫 的 感染 力 


Fig. 2 Infectivity of BmNPVs to the 5th instar larvae of Bombyx mori 























样品 代码 同 表 1; 下 同 。 柱 上 不 同 字 母 表示 显著 性 差异 ( 单 因 素 方差 分 析 , P «0.01) . Sample codes are the same as in Table 1. The same below. 


Different letters above bars indicate significant differences at the 0. 01 level by one-way ANOVA. 
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口 喂食 后 ,收集 BV ,然后 采用 TCIDso 终 点 稀释 法 测 
定 BV 的 滴 度 ,以 分 析 对 家 看 BmN 细胞 的 毒 力 。 从 
结果 (图 3) 可 以 看 出 不 同 云南 得 区 采集 的 BmNPV 
样品 的 病毒 粒子 BV 滴 度 差异 较 大 。 其 中 ,样品 

号 为 DL03, CX01, DQ01, BS01, BS02 和 JP01 的 样 
品 病毒 粒子 的 滴 度 达到 了 107 TCIDss ,样品 编号 为 
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DLO1 和 CX02 的 病毒 样品 滴 度 为 10” TCID,, ,样品 
编号 为 DLO2, HHOI 和 WS01 的 病毒 样品 滴 度 为 
10? TCID,, ,而 较 低 的 病毒 粒子 的 滴 度 只 有 107 ~ 107 
TCIDs ,统计 结果 也 显示 存在 显著 性 差异 。 以 上 结 
果 说 明 , 在 云南 不 同 丰 区 获得 的 BmNPYV 分 离 株 的 
病毒 滴 度 差异 较 大 。 
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3 用 TCIDs 终 点 稀释 法 测定 BmNPV 病毒 在 感染 家 和 蛋 BmN 细胞 120 h 后 的 滴 度 


Fig. 3 














Infectious virus titers of BmNPYV to BmN cells at 120 h post infection in a TCID;, endpoint dilution assay 


误差 线 代 表 标 准 差 , 柱 上 不 同 小 写字 母 代 表 显 著 性 差异 ( 单 因 素 方差 分 析 , 忆 < 0. 05 ) Error bars represent the standard errors and different 


lowercase letters above bars indicate significant differences ( one-way ANOVA, P «0.05). 








2.4 云南 19 个 BmNPV 分 离 株 bro-d 基因 的 克 
隆 、 测 序 及 进化 分 析 

以 19 个 BmNPV 分 离 株 样品 的 基因 组 DNA 为 
模板 ,分 别 扩 增 bro-d 基因 获得 产物 与 预期 大 小 一 
致 (1 047 pp) ,测序 后 提交 NCBI, 获 得 BmNPYV 样品 
1 -19 的 bro-d 基因 序列 的 GenBank 登录 号 分 别 为 : 


KX507165, KX507167, KX507170, KX524429, 
MF928412, KX524431, KX424434, KR139833, 
KX524436, KX524459, KX524443, MF928413, 
KX524450, KX524451, KX524454, MF928414, 


KX524457 , KX524463 和 KX524460 , 

基于 本 研究 克隆 测序 得 到 的 19 个 BmNPV 分 
离 株 的 bro-d 基因 序列 ,以 及 公布 的 包含 BmNPV-T3 
在 内 的 全 基因 组 测序 的 其 他 6 株 BmNPV 株 系 的 
bro-d 基因 序列 ,并 以 小 菜 蛾 核 型 多 角 体 病毒 
( Plutella xylostella multiple nucleopolyhedrovirus , 
PxMNPV) 的 bro-d 基因 作为 外 源 参 照 ,利用 软件 
Mega X 5.0 的 邻接 法 构建 进化 树 。20 个 BmNPYV 样 
品 分 为 两 个 亚 群 (clade)I 和 工 , 其 中 工 亚 群 中 主要 
有 2 个 分 支 ;BmNPV-T3 在 亚 群 工 中 (图 4) 。 











2.5 云南 BmNPYVY 分 离 株 的 流行 分 布 

根据 构建 的 进化 树 的 分 支 情况 ,绘制 了 19 个 
BmNPV 云南 分 离 株 的 地 理 分 布 图 (图 5), 亚 群 1 在 
云南 省 的 中 部 、 西 部 和 东部 地 区 均 有 分 布 , 所 在 地 区 
多 为 亚热带 ,温度 偏 高 ; 亚 群 [I 主要 集中 分 布 于 云 
南 省 北部 地 区 ,该 地 区 多 为 典型 高 原 季风 气候 ,温度 
相对 偏 低 ,这 在 一 定 程 度 上 反映 了 云南 BmNPV 分 
离 株 的 进化 关系 很 可 能 与 地 理气 候 密切 相关 。 同 
时 , 亚 群 工 的 进化 枝 系 与 亚 群 工 相 比 显得 更 为 丰富 ， 
是 否 暗示 了 温度 是 影响 BmNPV 进化 的 关键 因素 ， 
这 值得 进一步 研究 。 另 外 ,应 该 属于 亚 群 工 亚 群 
ID 中 , 却 出 现在 亚 群 工 ( 亚 群 IT) 的 地 理 分 布 区 域 的 
个 别 现象 说 明 病 毒 主要 发 生 局 部 的 流行 与 传播 ,但 
也 存在 远 距 离 传播 现象 ,该 图 反映 了 云南 地 区 
BmNPV 病害 的 流行 情况 。 









































3 讨论 


杆 状 病毒 多 角 体 是 在 感染 细胞 的 核 或 质 中 产生 
的 一 种 蛋白 质 结晶 , 具有 保护 包 埋 在 其 中 的 病毒 粒 
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图 4 云南 BmNPV 分 离 株 及 其 他 BmNPV 株 系 基于 bro-d 基因 序列 构建 的 系统 发 育 树 ( 邻接 法 ) 


Fig. 4 Phylogenetic tree constructed based on bro-d gene sequences of BmNPV isolates from Yunnan and 


other BmNPV strains using neighbor-joining method 








样品 代码 后 括号 内 代码 为 对 应 bro-d 基因 序列 的 GenBank 登录 号 。 节 点 上 的 数字 代表 Bootstrap 分 析 1 000 次 后 的 可 信和 度 。Codes in parathenses 


following sample codes are the corresponding GenBank numbers of bro-d gene sequences. Numbers above branches indicate reliability from bootstrapping 


test using 1 000 replicates. 


子 的 作用 ,对 不 良 环 境 、 消 毒药 剂 有 较 强 的 抵抗 性 。 
在 鳞 翅 目 杆 状 病毒 中 ,多 角 体 蛋白 基因 polh 非常 保 
守 , 为 病毒 复制 非 必需 基因 ,虽然 缺失 、 取 代 不 影响 
病毒 的 增值 复制 ,但 它 的 单个 氨基 酸 的 突变 就 可 能 
导致 多 角 体 形状 的 改变 (Katsuma et al., 1999; 
Lopez et al., 2011) 。 在 本 研究 中 ,利用 BmNPYV 本 身 
典型 的 形态 特征 及 BmNPV 的 保守 基因 polh 进行 
BmNPV 分 离 株 的 鉴定 。 形 态 观 察 结 果 表 明 ,云南 不 
FEKK 19 个 BmNPYV 分 离 株 多 角 体 病毒 形态 观 
察 上 无 明显 差异 , 均 为 六 边 形 ,表明 19 个 分 离 株 的 
基因 polh 高 度 保守 。 这 与 BmNPV 不 同 株 系 的 Polh 
氨基 酸 序列 的 高 度 同 源 , 基因 高 度 保守 可 用 于 























BmNPYV 病毒 的 鉴定 的 报道 相符 (Liang et al., 2013; 
Tang et al., 2017) 。 

研究 表明 ,不 同 地 区 分 离 出 来 的 同 种 昆虫 的 杆 
状 病毒 在 致 病 力 和 作用 速度 上 存在 很 大 差异 。 如 白 
ARERIA Hz R3 8 个 不 同 地 方 的 BmNPV 的 
LCso 作 了 比较 ,BmNPV 对 家 乍 的 致 病 力 具有 地 区 差 
异性 ,存在 强 毒 株 和 弱毒 株 ( 白 兴 来 等 , 2010) 。 另 
外 , 许 益 鹏 等 对 已 完全 测序 的 几 株 BmNPV 株 系 的 
致 病 力 比 较 也 存在 显著 性 差异 (Xu et al., 2013) 。 
在 本 研究 中 ,通过 生物 测定 发 现 云 南 不 同 看 区 19 个 
BmNPV 分 离 株 无 论 是 病毒 多 角 体 对 家 看 的 口服 感 
染 力 还 是 BV 对 家 乔 细 胞 BmN 的 毒 力 均 存在 明显 
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图 5 云南 BmNPV 分 离 株 的 地 理 分 布 
Fig. 5 Geographical distribution of the BmNPV isolates from Yunnan 
地 图 底 图 源 于 云南 省 测绘 地 理 信息 局 [ 审 图 号 : 云 (2017)057] 。 图 中 虚线 代表 南北 分 界线 。The basal map is from State Bureau of Surveying and 
Mapping [ Approval no. : Yun(2017)057]. The dotted line in the figure representes the boundary between north and south. 








的 差异 ,表明 云南 BmNPV 分 离 株 对 家 等 的 致 病 力 
存在 明显 的 差异 ,但 研究 中 毒 株 的 致 病 力 与 地 理 分 
布 之 间 没 有 表现 出 相关 性 ,其 可 能 原因 是 由 于 云南 
等 区 生物 和 地 理 生 态 多 样 性 所 致 ,但 具体 原因 还 有 
待 进一步 探讨 。 在 研究 中 还 发 现 大 部 分 BmNPV 分 
离 株 对 家 大 的 口服 致 病 力 与 其 BV 对 家 看 细 胞 BmN 
的 感染 力 的 强 弱 趋势 是 一 致 的 ,但 少数 株 系 致 病 力 
与 毒 力 测定 结果 并 不 一 致 ,如 编号 为 QJ 和 ZT02 
的 样品 其 口服 致 病 力 很 高 ,而 对 BmN 细胞 的 毒 力 
测定 结果 是 比较 低 的 ,这 种 不 一 致 的 结果 难以 解释 ， 
是 否 与 收集 各 BmNPV 分 离 株 BV 的 过 程 有 关 ? 不 











同 操作 时 间 可 能 对 BV 的 活力 造成 了 影响 。 

另外 ,多 角 体 的 感染 与 病毒 基因 的 经 口感 当 因 
F (per os infectivity factors, PIFs) 相关 ,经 口感 染 因 
TÆ ODV 感染 所 必需 的 ,而 对 于 BV 的 感染 没有 影 
啊 (Haas-Stapleton et al., 2004; Slack et al., 2008) 。 
目前 已 鉴定 的 经 口感 染 因子 基因 共 9. 个 ,它们 分 别 
是 p74(pif-0) (acl38) ( Faulkner et al., 1997) , pif-1 
(ac119) ( Kikhno et al., 2002) , pif-2(ac22) ( Pijlman 
et al., 2003; Ohkawa et al., 2005) , pif-3 ( ac115) 
(Ohkawa et al., 2005) , pif-4 ( ac96) ( Fang et al., 
2009), pif-5 (ac148) (Spark et al., 2011; Xiang et 
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al., 2011) , pif-6 (ac68) ( Nie et al., 2012) , pif-7 
(ac83) (Zhu et al., 2013) FI pif-8( ac110) ( Liu et al., 
2016), BRT pif-8 ,其 余 都 是 杆 状 病毒 保守 的 核心 
基因 ,在 多 种 杆 状 病毒 中 都 存在 同 源 物 ,表明 病毒 对 
中 肠 的 原 发 感染 是 一 个 古老 而 保守 的 过 程 。 在 本 研 
究 中 口服 感染 力 相 差 较 大 的 分 离 株 ,经 口感 染 因 子 
是 否 发 生变 异 ,也 值得 进一步 的 探讨 和 研究 。 

本 研究 对 云南 19 株 BmNPV 分 离 株 的 bro-d 基 
因 进行 了 克隆 测序 及 进化 分 析 。 基 于 bro-d 基因 
的 遗传 进化 显示 ,云南 BmNPV 分 离 株 的 进化 关系 
很 可 能 与 地 理气 候 有 一 定 的 关系 , 亚 群 工 的 分 离 株 
在 云南 省 的 中 部 西部 和 东部 地 区 均 有 分 布 , 亚 群 工 
的 分 离 株 主 要 集中 分 布 于 云南 省 北部 地 区 。 根 据 分 
布 图 提示 病毒 存在 远 距 离 传播 现象 ,可 能 原因 是 通 
过 贸易 往来 ,如 看 草 和 看 种 的 买卖 运输 ,或 者 是 通过 
其 他 昆虫 传播 (Fuxa, 2004) 。 在 实际 生产 中 ,云南 
新 开发 的 看 区 在 首次 原 种 生产 中 曾 大 规模 爆发 由 病 
原 BmNPV 感染 引起 的 血液 型 脓 病 ,这 个 情况 也 证 
实 了 云南 在 区 存在 远 距 离 传 播 。 因 此 ,在 制定 云南 
看 区 血液 型 脓 病 的 防 控 计划 时 ,除了 控制 BmNPV 
的 局 部 流行 , 远 距 离 传 播 也 不 容 忽 视 。 男 外 ,由 于 云 
南 省 鼻 种 管理 不 规范 ,云南 和 蛋 区 除了 使 用 云南 本 省 
的 答 种 外 ,还 有 大 量 来 自 其 他 地 方 的 鼻 种 ,主要 引 自 
广西 和 江浙 一 带 ,看 种 检疫 很 可 能 不 严格 规范 ,这 样 
外 地 大 种 有 携带 病毒 的 可 能 ,造成 采样 有 差异 的 地 
区 采 到 的 却 可 能 是 相同 的 病毒 株 系 ,这 就 可 能 对 遗 
传 进化 分 析 结 果 造 成 影响 。 
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